骨髓纤维化是一种慢性骨髓增殖性肿瘤（MPN），其特点是克隆性的干细胞扩增，介导细胞因子释放，导致髓内纤维化、髓外造血和巨核细胞增生不良[@b1]。骨髓纤维化分为原发性（PMF）和继发性，后者通常伴发于其他血液系统疾病如MPN或骨髓增生异常综合征（MDS）。研究表明，减低剂量预处理（RIC）能够降低异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）相关死亡率、延长生存期，为骨髓纤维化患者提供了一种有效的治疗手段[@b2]。然而目前为止国内仅有极少的个案报道[@b3]。本研究对2008年8月1日至2016年9月30日期间以RIC allo-HSCT治疗的10例骨髓纤维化患者进行回顾性分析。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料：2008年8月1日至2016年9月30日在我院接受allo-HSCT的10例骨髓纤维化患者纳入研究。男6例，女4例，中位年龄为28.5（22\~54）岁。PMF 5例，原发性血小板增多症后骨髓纤维化（post-ET MF）1例，继发于MDS 3例，继发于慢性粒-单核细胞白血病（CMML）1例。其中3例患者移植时发生急性髓系白血病（AML）转化。骨髓纤维化分级依据欧洲骨髓纤维化分级共识标准[@b4]。患者临床基线特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 10例接受减低强度预处理异基因造血干细胞移植骨髓纤维化患者的临床特征

  例号   性别   年龄（岁）   诊断                 骨髓纤维化分级   染色体核型   基因突变
  ------ ------ ------------ -------------------- ---------------- ------------ ----------
  1      男     29           PMF                  MF-3             47,XY,+8     (−)
  2      女     27           PMF                  MF-3             46,XX        (−)
  3      女     24           PMF                  MF-2             46,XX        JAK2
  4      男     42           post-ET-MF,AML转化   MF-3             46,XY        (−)
  5      男     54           PMF                  MF-3             47,XY,+8     (−)
  6      男     22           CMML-MF,AML转化      MF-3             46,XY        (−)
  7      女     28           MDS-MF               MF-3             46,XX        E2H2
  8      男     32           MDS-MF               MF-3             46,XY        未检测
  9      女     24           MDS-MF,AML转化       MF-3             46,XX        未检测
  10     男     42           PMF                  MF-3             47,XY,+8     未检测

注：PMF：原发性骨髓纤维化；post-ET MF：原发性血小板增多症后骨髓纤维化；AML：急性髓系白血病；CMML-MF：慢性粒-单核细胞白血病继发骨髓纤维化；MDS-MF：骨髓增生异常综合征继发骨髓纤维化

2．移植特征：造血干细胞来源：HLA全相合同胞供者（MSD）4例，HLA单倍体相合供者2例（1例为父亲供髓，5个抗原位点相合；1例为胞弟供髓，6个抗原位点相合），HLA相合无关供者（MUD）4例（HLA全相合3例，1个抗原位点不合1例）。供、受者ABO血型主要不合3例、次要不合4例，血型相合3例。采用骨髓增殖性肿瘤总症状评估量表（MPN-SAF-TSS）[@b5]对患者进行症状负荷评估，采用动态国际预后积分系统（DIPSS）[@b6]对患者进行预后分期，采用EOCG体能状态评分对患者进行移植前体能评估。脾脏肿大分级：轻度肿大（深吸气时脾脏不超过肋缘下2 cm），中度肿大（深吸气时脾脏超过肋缘下2 cm但未及脐水平线），脾脏高度肿大（脾脏达脐水平线以下或超过前正中线）。采用造血干细胞移植前合并症指数（HCT-CI）对患者移植前总体状态进行评估。

3．预处理方案：10例患者均接受氟达拉滨（Flu）+全身照射（TBI）为基础的预处理方案：Flu 30 mg·m^−2^·d^−1^，−6 d\~−2 d；白消安（Bu）总量9.6 mg/kg（−7 d\~−5 d给药）；TBI 3 Gy，−1 d；根据患者的疾病类型、疾病分期及既往化疗用药情况，加用总量5\~10 g阿糖胞苷（Ara-C）。

4．移植物抗宿主病（GVHD）的预防和治疗：7例采用环孢素A（CsA）加短程甲氨蝶呤（MTX）方案：CsA 2 mg·kg^−1^·d^−1^，−5 d开始静脉滴注；+1 d MTX 15 mg/m^2^，+3、+6 d 10 mg/m^2^。他克莫司加短程MTX 2例：FK506 0.03 mg·kg^−1^·d^−1^，−5 d开始静脉滴注。另1例采用他克莫司、霉酚酸酯（MMF）（1 g/d，−1 d开始使用）及MTX三联预防GVHD。6例患者加用抗胸腺细胞球蛋白（ATG）2.5 mg·kg^−1^·d^−1^（MUD-2\~−1 d，HLA半相合供者−4\~−1 d）。全部10例患者移植前疾病状态见[表2](#t02){ref-type="table"}，移植相关资料见[表3](#t03){ref-type="table"}。

###### 10例接受减低强度预处理异基因造血干细胞移植骨髓纤维化患者的移植前疾病状态

  例号   EOCG评分   DIPSS评分   MPN-SAF-TSS评分   HCT-CI   输血依赖   症状性脾脏肿大
  ------ ---------- ----------- ----------------- -------- ---------- ----------------
  1      3          中危-2      80                3        是         中度
  2      2          高危        70                1        否         脾切除术后
  3      2          中危-2      50                2        否         中度
  4      2          高危        80                3        否         重度
  5      4          高危        90                4        是         重度
  6      3          高危        70                2        是         重度
  7      3          高危        70                1        否         中度
  8      3          高危        80                2        是         重度
  9      3          高危        80                3        是         中度
  10     3          高危        80                3        是         重度

注：DIPSS：动态国际预后积分系统；MPN-SAF-TSS：骨髓增殖性肿瘤总症状评估量表；HCT-CI：造血干细胞移植前合并症指数

###### 10例接受减低强度预处理异基因造血干细胞移植骨髓纤维化患者的移植相关资料

  例号   预处理方案          GVHD预防方案    供者          移植前状态   ABO血型相合度   回输MNC(×10^8^/kg)   回输CD34^+^细胞(×10^6^/kg)
  ------ ------------------- --------------- ------------- ------------ --------------- -------------------- ----------------------------
  1      Flu +Bu+TBI         CsA+MTX         MSD(10/10)    PD           相合            13.1                 5.3
  2      Flu +Bu+TBI+Ara-C   CsA+MTX         MSD(10/10)    SD           相合            25.7                 13.1
  3      Flu +Bu+TBI+Ara-C   CsA+MTX+ATG     MUD(10/10)    SD           次要不合        22.1                 20.7
  4      Flu +Bu+TBI+Ara-C   CsA+MTX+ATG     Haplo(6/10)   PD           主要不合        9.6                  5.6
  5      Flu +Bu+TBI+Ara-C   FK506+MTX       MSD(10/10)    PD           次要不合        12.1                 3.5
  6      Flu +Bu+TBI+Ara-C   CsA+MTX+ATG     MUD(9/10)     PD           主要不合        9.4                  5.7
  7      Flu +Bu+TBI+Ara-C   CsA+MTX+ATG     Haplo(5/10)   PD           次要不合        16.3                 9.4
  8      Flu +Bu+TBI         CsA+MTX+ATG     MUD(10/10)    PD           主要不合        10.5                 10.4
  9      Flu +Bu+TBI+Ara-C   FK506+MTX+ATG   MUD(10/10)    PD           相合            10.6                 11.8
  10     Flu +Bu+TBI         FK506+MTX+MMF   MSD(10/10)    PD           次要不合        9.5                  5.9

注：GVHD：移植物抗宿主病；MNC：单个核细胞；MSD：HLA全相合同胞供者；MUD：HLA相合无关供者；Haplo：HLA单倍体相合供者。Flu：氟达拉滨；Bu：白消安；TBI：全身照射；Ara-C：阿糖胞苷；CsA：环孢素A；MTX：甲氨蝶呤；MMF：霉酚酸酯；FK506：他克莫司。SD：疾病稳定；PD：疾病进展

5．造血干细胞回输：回输外周血采集的单个核细胞（MNC）中位数11.4（9.4\~25.7）×10^8^/kg，CD34^+^细胞中位数7.6（3.5\~20.7）×10^6^/kg。单倍体相合移植（例4和例7）加用1份脐血。

6．植入标准、GVHD诊断及疗效判断：粒细胞植入定义为ANC\>0.5×10^9^/L连续3 d；血小板植入定义为PLT\>20×10^9^/L连续7 d且脱离血小板输注。移植后供受者嵌合体状态根据性染色体分析（性别不同）或患者CD3^+^淋巴细胞短串联重复序列进行分析[@b7]。急性和慢性GVHD按国际标准进行评分，按西雅图诊断标准进行各脏器分级。疗效分为完全缓解（CR）、部分缓解（PR）、无效。总生存（OS）期：造血干细胞回输至死亡或末次随访日期。无进展生存（PFS）期：造血干细胞回输至原发性植入失败或继发性植入失败的时间、死亡或末次随访日期。

7．随访：根据移植后供者嵌合状态以及MRD检测情况确定随访的时间点。移植后2周开始随访，每2周1次直到供者细胞完全嵌合，随后根据移植前原发病状态制订随访计划。低危患者（移植前CR且MRD检测阴性）每月1次随访1年，此后每2个月随访1次至移植后2年；高危患者（不符合低危标准）每2\~3周随访1次至移植后3个月，此后每月1次随访1年，此后每2个月随访1次至2年。随访截止时间为2017年4月30日。

8．统计学处理：采用SPSS22统计软件进行生存分析（Kaplan-Meier法）。

结果 {#s2}
====

1．植入与嵌合状态：例2移植前行脾切除术，伴有肝脏肿大髓外造血，预处理后肝功能衰竭，在造血干细胞回输后第15天死亡，其余9例患者粒系与血小板均成功植入，粒系植入中位时间为13.5（10\~22）d，血小板植入中位时间为16.5（13\~40）d。9例患者移植后28 d骨髓中位嵌合率为99.5%（99%\~100%）。移植结果见[表4](#t04){ref-type="table"}。

###### 减低强度预处理异基因造血干细胞移植治疗骨髓纤维化患者的疗效及GVHD发生情况

  例号   急性GVHD   慢性GVHD   中性粒细胞植入时间(d)   血小板植入时间(d)   疗效评价   骨髓纤维化分级   随访时间（月）   
  ------ ---------- ---------- ----------------------- ------------------- ---------- ---------------- ---------------- -----
  1      无         无         13                      15                  CR         MF-3             MF-0             22
  3      Ⅱ级        局限       13                      14                  PR         MF-2             MF-1             10
  4      无         广泛       16                      25                  PR         MF-3             MF-1             7
  5      无         无         22                      40                  CI         MF-3             MF-2             6
  6      Ⅲ级        局限       13                      21                  CR         MF-3             MF-2             17
  7      Ⅲ级        局限       14                      16                  PR         MF-3             MF-2             17
  8      Ⅱ级        无         13                      15                  CR         MF-3             MF-1             109
  9      无         局限       10                      13                  CR         MF-3             MF-1             81
  10     无         无         13                      15                  CR         MF-3             MF-1             101

注：GVHD：移植物抗宿主病；CR：完全缓解；PR：部分缓解；CI：临床改善。例2于造血干细胞回输后第15天死亡，其余9例患者至随访截止均为无进展生存

2．治疗反应与生存：患者的中位随访时间为17（6\~109）个月，根据2013年EUMNET和IWG-MRT共识标准[@b8]对10例移植后骨髓纤维化患者进行治疗反应评估，1例患者因肝功能衰竭早期死亡不列入统计，至随访截止，9例患者均为无进展生存。移植前疾病稳定的1例患者（例3）达到PR，8例移植前疾病进展的患者，其中5例达到CR，2例达到PR，1例为临床改善。总体反应率为100%，CR率为55.6%（5/9），PR率为33.3%（2/9），临床改善率为11%（1/9）。预期3年OS率为（90.0±8.5）%。移植后患者的临床症状（贫血、症状性脾肿大和全身消耗性症状）得到明显改善，生活质量得到显著提高。9例存活患者移植前与+100 d骨髓纤维化分级情况见[表5](#t05){ref-type="table"}。

###### 9例减低强度预处理异基因造血干细胞移植骨髓纤维化患者移植前与移植后100 d骨髓纤维化分级对比（例）

  组别         例数   移植前   移植后100 d           
  ------------ ------ -------- ------------- --- --- ---
  PMF          4      1        3             1   2   1
  post-ET MF   1      0        1             0   1   0
  MDS-MF       3      0        3             0   2   1
  CMML-MF      1      0        1             0   0   1

注：PMF：原发性骨髓纤维化；post-ET MF：原发性血小板增多症后骨髓纤维化；MDS-MF：骨髓增生异常综合征继发骨髓纤维化；CMML-MF：慢性粒-单核细胞白血病继发骨髓纤维化

3．GVHD发生情况：9例患者中，4例（44.4%）发生Ⅱ\~Ⅳ级急性GVHD，其中2例为Ⅲ级急性GVHD（1例为HLA相合无关供者，1个抗原位点不合，1例为HLA单倍体相合供者，5个抗原位点不合）。所有患者均以糖皮质激素治疗后好转。5例患者发生慢性GVHD，其中4例为局限慢性GVHD，1例为广泛慢性GVHD。

4．移植相关并发症性和感染并发症：1例患者（例2）发生严重肝功能衰竭死亡；5例患者合并Ⅲ/Ⅳ级感染（细菌性肺炎3例，隐球菌脑膜炎、曲霉菌肺炎各1例），治疗后好转；2例患者在移植后3个月内出现CMV-DNA拷贝数升高；1例患者并发出血性膀胱炎，经抗病毒治疗后好转。非血液学并发症几乎完全局限于胃肠道毒性。5例患者住院期间需要胃肠外营养，2例有Ⅲ/Ⅳ级恶心，2例患者转氨酶升高。

讨论 {#s3}
====

最新的指南根据国际预后评分系统（IPSS）及DIPSS进行评价，中危-2组以及高危组的患者推荐行造血干细胞移植，低危组患者无需常规行造血干细胞移植[@b9]。中危-1组患者是否移植尚有争议。近年来与骨髓纤维化相关的基因突变相继被发现，其在骨髓纤维化预后判断中的价值逐渐被认识。钙网蛋白（CALR）驱动突变Ⅰ型阳性患者相比JAK-2或MPL阳性患者症状轻且总体生存率高[@b10]，而CALR/JAK-2/MPL基因突变均为阴性的患者生存率低且白血病转化风险高[@b11]。Guglielmelli等[@b12]分析了另外几个亚克隆突变（包括ASLX1、SRSF2、IDH1/2和EZH2基因突变），发现任何一种上述突变的存在都将缩短骨髓纤维化患者的OS时间和无白血病生存时间。严重的血小板减少、外周血幼稚细胞增多以及高危的细胞遗传改变均预示着更高的白血病转化风险[@b13]。因此，对于中危-1期患者是否需要行造血干细胞移植，应根据患者外周血象、幼稚细胞比例、细胞遗传学和基因突变情况进行个体化决策。针对骨髓纤维化患者RIC allo-HSCT的研究显示，高龄与移植不良结局没有相关性[@b14]。本组10例患者中年龄最大者为54岁，DIPSS评分均为中高危组，移植时7例患者ECOG≥3分，5例患者HCT-CI≥3分，8例患者为疾病进展状态（3例已经转化为急性白血病），至随访截止，9例患者仍为无进展生存，疗效比较理想。

1999年Guarldiola等[@b15]率先采用清髓预处理方案（TBI为基础）为55例骨髓纤维化患者行allo-HSCT，5年OS率为47%，其中同胞全相合供者OS率为54%，而大于45岁年龄组OS率仅为14%。目前入组病例最多的回顾性研究由国际骨髓移植研究中心（CIBMTR）发布，229例患者采用清髓预处理方案，MSD组+100 d移植相关死亡率为18%，MUD组为35%，5年OS率分别为37%、30%，PFS率分别为33%、27%[@b16]。骨髓纤维化高发群体为老年人、清髓预处理方案毒性较大这一事实推动了减低强度预处理方案的应用研究，目前Flu联合Bu或美法仑是最常用的组合。Kröger等[@b17]最先采用Flu+Bu为103例骨髓纤维化患者（中位年龄54岁）行allo-HSCT，其中33例为MSD，70例为MUD，仅2例患者植入失败，3年复发率为22%，1年的累积非复发死亡率为16%，5年OS、PFS率分别为67%、51%。Gupta等[@b18]报告了233例PMF患者（中位年龄55岁）RIC allo-HSCT结果（34%为MSD，21%为MUD，余为无关不全相合供者），5年OS率分别为56%、48%、34%，5年累积非复发死亡率为24%，PFS率为27%。

本组病例采用FB+TBI为基础的减低强度预处理方案，植入率为100%，非复发死亡率10%。随访至今无复发患者，植入率以及OS明显优于相关报道，考虑首先与病例数较少有关，其次我们采用FB+TBI为基础的预处理方案有效地清除T细胞，以利于供者细胞持续植入，并加用Ara-C有利于恶性细胞清除。研究结果证明该预处理方案在减轻化疗药物毒性的基础上具有更强的免疫抑制作用，植入率高，不良反应可控。

以往研究结果显示，影响骨髓纤维化患者移植结果的因素包括：患者年龄、输血依赖的时间、症状负荷的严重性、供者来源、脾脏肿大、移植后纤维化逆转的时间长短以及逆转程度[@b17]--[@b20]。

2009年EBMT一项allo-HSCT治疗PMF和继发性骨髓纤维化患者的多中心回顾性研究结果显示，年龄大于57岁、JAK2-V617F野生型、移植时严重的症状负荷是独立的预后不良因素[@b17]。本研究所有患者移植前症状负荷评估均为严重级，移植后症状负荷明显下降，未观察到移植时严重症状负荷为移植结果的预后不良因素，可能与样本量较小有关。Bacigalupo等[@b19]报道PMF患者allo-HSCT的不良预后因素包括HLA相合无关供者、脾肿大和移植前多次红细胞输注。本研究中1例单倍体相合移植的患者移植后3个月红系造血恢复不完全（HGB 50\~60 g/L），考虑移植前多次红细胞输注导致铁过载影响骨髓造血功能，应用地拉罗司祛铁治疗1个月后血红蛋白逐渐恢复正常。

一项回顾性研究纳入250例行allo-HSCT的继发于MPN的骨髓纤维化患者，MUD组非复发死亡率高达34%，MUD是独立的预后危险因素[@b20]。意大利GITMO研究[@b21]以及法国SFGM-TC研究[@b22]结论与此类似。然而Kröger等[@b17]回顾性研究发现MSD与MUD两组之间非复发死亡率无统计学差异（10%对13%，*P*=0.50）。本组死亡的1例患者为MSD。

由于缺乏前瞻性随机对照研究，在造血干细胞移植前脾脏的处理仍有争议。一项源于意大利的研究认为脾肿大（\>22 cm）是影响生存的独立不良预后因素，故主张移植前行脾切除术[@b19]。更多的研究认为移植前脾切除尽管能促进造血恢复，但患者的总生存并没有获益[@b23]--[@b24]。一项CIBMTR研究评估9 683例髓系恶性肿瘤（其中骨髓纤维化患者215例）行清髓性allo-HSCT（1 471例有脾肿大，其中472例行脾切除、300例行脾区照射），尽管脾切除后移植物更容易植入，但移植后GVHD的发生率和OS率没有差异[@b23]。Rialon等[@b24]回顾性分析了89例因脾肿大行脾切除术的髓系肿瘤患者（包括MPN、MDS以及AML），围手术期并发症发生率为38%，术后出血率为14%，术后感染率为20%，手术死亡率高达18%。本研究中仅1例患者死亡，该患者移植前行脾切除术后出现肝脏肿大，预处理后肝功能迅速恶化而死亡。Wong等[@b25]研究骨髓纤维化患者allo-HSCT后6周内肝功能的变化，脾切除组中、重度高胆红素血症发生率高于对照组（44%对21%，*P*=0.02），肝窦性阻塞综合征发生率分别为36%、19%（*P*=0.05），因此造血干细胞移植前是否行脾切除术应个体化评估。

移植前重度脾肿大是否会影响供者细胞植入长期未有定论。2010年，Ballen等[@b15]牵头的一项CIBMTR研究，入组289例PMF患者行allo-HSCT，结果表明移植前重度脾肿大的患者植入失败率并没有增加。本组5例重度脾肿大患者全部成功植入。

allo-HSCT能够改善骨髓纤维化患者骨髓的造血环境使得骨髓纤维化程度减退，且移植后纤维化减退的时间以及减退程度是影响OS率的独立预后因素[@b26]。本研究中，9例存活患者均在+100 d行骨髓活检，较移植前纤维化程度明显减轻，与文献报道一致。因此，我们认为allo-HSCT后植入物可能有移植物抗纤维化作用，能减低骨髓纤维化程度，使患者血象能够得到长期恢复。

本研究结果初步显示，RIC allo-HSCT是治疗骨髓纤维化的一种有效方法。本研究例数较少，上述结论尚需进一步验证。
